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ABSTRAKT 
Hlavní náplní této bakalářské práce bylo vhodně charakterizovat vlastnosti methylovaných 
huminových kyselin. Byla provedena rešerše o modifikacích kyselých funkčních skupin 
huminových látek a byly vybrány vhodné experimentální metody pro posouzení vlivu 
methylace karboxylových skupin na vlastnosti huminových kyselin, kdy methylací 
huminových kyselin se snažíme vylepšit jejich stálost při práci s nimi. Vzorek methylovaných 
huminových kyselin, vyrobený na Université de Poitiers ve Francii, byl zkoumán 
následujícími metodami: UV-VIS spektrometrie, FT-IR spektrometrie, fluorescenční 
spektrometrie a termická analýza - TGA, DSC. Stupeň methylace karboxylových funkčních 
skupin u methylovaných huminových kyselin byl posuzován pomocí nepřímé titrace. 
Výsledky byly srovnávány s původním vzorkem bez metylace. Byl též zkoumán vliv gelace 
na vlastnosti methylovaných i nemethylovaných huminových kyselin. 
 
ABSTRACT 
The main concern of this bachelor thesis was a characterization of the properties  
of methylated humic acids. Retrieval on modifications of acidic functional groups of humic 
substances was done. In addition appropriate experimental methods for assessing the impact 
of methylation of carboxylic groups of humic acids were selected. Methylation  
of formentioned carboxylic groups is used to improve stability of humic acids while working 
with them. The sample of methylated humic acids, produced by the University of Poitiers  
in France, was investigated by the following methods: UV-VIS spectroscopy, FT-IR 
spectroscopy, fluorescence spectroscopy and thermal analysis - TGA, DSC. The degree  
of methylation of carboxylic functional groups of methylated humic acids was considered 
using an indirect titration. Results were trade-off with the sample without methylation. The 
impact of gelation on properties of methylated and non-methylated humic acids was also 
studied. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Klíčová slova: methylované huminové kyseliny, huminové kyseliny, methylace, gelace,  
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1 ÚVOD 
 
Huminové kyseliny jsou přírodní látky, které jsou všeobecně považované za komplexní 
aromatické makromolekuly. Mají celou řadu významných vlastností. HK jsou schopny 
interakce s širokou škálou látek, jako jsou kovy, organické a anorganické polutanty v půdách 
a vodách. Dokážou zadržet vodu, podílí se na transportu živin, jsou regulátory mnoha 
chemických a biochemických procesů. Další velmi významnou vlastností huminových kyselin 
přítomných v půdě je jejich vysoká pufrační schopnost v širokém rozsahu hodnot pH.  
Struktura huminových kyselin je značně rozdílná, liší se původem, nalezištěm, ale záleží 
také na odběru vzorku. Použití klasických metod organické chemie na strukturní objasnění 
půdních huminových kyselin je plné obtíží, protože materiál je nepoddajný, což způsobují 
labilní rysy makromolekul. Částečné zlepšení přináší konverze přírodních huminových 
kyselin na jejich stabilní deriváty. 
 Snaha vyrobit stabilní deriváty těchto sloučenin je o to výraznější z toho důvodu,  
že význam huminových kyselin neustále vzrůstá v přímé souvislosti s nalézáním nových 
možností jejich aplikací v praxi. Využívají se v medicíně, agrochemii, stavebnictví, atd.  
 V této práci byly charakterizovány methylované huminové kyseliny vyrobené  
na Université de Poitiers ve Francii. 
 
Ke studiu vlastností methylovaných huminových kyselin byly vybrány tyto experimentální 
metody: UV-VIS spektrometrie, termogravimetrická analýza, diferenční kompenzační 
kalorimetrie, fluorescenční spektrometrie, nepřímá titrace a infračervená spektrometrie. 
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2 CÍL PRÁCE 
 
Hlavní náplní této práce bylo vhodnými metodami charakterizovat methylované huminové 
kyseliny. Úkolem bylo zjistit, zda se nějakým způsobem liší od původních huminových 
kyselin a jestli zůstanou methylované i po provedení gelace. V experimentální části byly pro 
posouzení vlastností použity vhodné experimentální metody.  
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3     TEORETICKÁ ČÁST 
3.1 Huminové látky 
Huminové látky (HL) jsou přírodní látky, které patří mezi vysokomolekulární, převážně 
cyklické sloučeniny aromatického charakteru.  Liší se podle složení primárních organických 
látek a podle biologických podmínek v půdě. Prekurzorem huminových látek je  např. gallová 
kyselina a tannin, které vznikají při tlení listí a dřeva. Nejčastěji se huminové látky vyskytují 
v půdě a kaustobiolitech, což jsou hořlavé sedimenty organogenního charakteru (např. ropa, 
hnědé uhlí, černé uhlí, lignit, rašelina).  HL se dále vyskytují v dnových sedimentech, odkud 
jejich rozpustné podíly přecházejí do povrchových vod. Dá se říci, že jsou všudy přítomné 
v životním prostředí. [1, 2, 3] 
Huminové látky představují širokou paletu různých sloučenin, na jejichž tvorbě se podílí 
organické sloučeniny, jako jsou sacharidy, pektiny, lignin, bílkoviny, tuky, vosky, živice, 
třísloviny a jiné. Vznikají biologickou a chemickou humifikací živé hmoty, což je proces 
přeměny organických látek. Při humifikaci je potřeba zdůraznit především probíhající děje 
polymerizačních a kondenzačních reakcí produktů rozkladu primární organické hmoty 
na produkty, jež jsou výsledkem tzv. humifikačního procesu. [4] 
  
Huminové látky se nejčastěji dělí do tří hlavních frakcí, a to podle rozpustnosti: 
• Huminové kyseliny 
• Fulvinové kyseliny 
• Huminy 
 
Vznik a rozdělení huminové hmoty je podrobně znázorněn na Obr. 1.  
 
 
Obr. 1 Vznik a rozdělení huminové hmoty 
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Huminové kyseliny jsou rozpustné v alkaliích a nerozpustné v kyselinách. Oproti tomu 
fulvinové kyseliny jsou rozpustné v kyselinách a zároveň v alkaliích. Huminy nejsou 
rozpusné ve vodných roztocích. 
Huminové látky plní v půdě řadu funkcí, převážně zásobovací, akumulační, regulační 
a ochrannou. Proto je snahou získat huminový preparát, který by měl podobné vlastnosti 
a tímto způsobem vylepšil půdní podmínky.[5] 
3.2 Huminové kyseliny 
Huminové kyseliny (HK) jsou všudypřítomné přirozeně se vyskytující polymery, které 
jsou důležitými prekurzory kerogenů, živice, ropy a uhlí. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 2 Huminová kyselina při 3500 x zvětšení 
3.2.1 Vznik a výskyt huminových kyselin 
Huminové kyseliny vznikají při rozpadu rostlinných a živočišných zbytků za přítomnosti 
vlhkosti procesem humifikace.  Dosud nebyla vyvinuta zcela uspokojivá teorie, která by byla 
schopna popsat vznik huminových a fulvinových kyselin v různých prostředích. Mezi 
hypotézy vzniku huminových látek patří: 
 
1. Ligninová teorie – mnoho let se předpokládalo, že huminové látky jsou odvozeny od 
ligninu. Zbytky ligninu se hromadí ve zbytcích rostlinného materiálu, za postupné 
ztráty methoxylových skupin (-OCH3), která je spojena s tvorbou o -hydroxyfenolů  
a oxidací alifatických postraních řetězců za vzniku karboxylových skupin (-COOH). 
Předpokládá se, že lignin při oxidaci reaguje s amoniakem, za vzniku kondenzačních 
produktů. Při tomto procesu se dusík stává součástí cyklických forem.  
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2. Polyfenolová teorie – popisuje dva způsoby vzniku HL. V prvním z nich, hraje lignin 
stále důležitou roli. V tomto případě fenolické aldehydy a kyseliny uvolněné z ligninu 
působením mikroorganismů projdou enzymatickou přeměnou na chinony, které 
polymerizují na makromolekuly huminové povahy. Druhý způsob je podobný 
předchozímu kromě toho, že polyfenoly jsou syntetizovány mikroorganismy z jiných 
zdrojů uhlíku, než ligninových. Polyfenoly jsou poté enzymaticky oxidovány na 
chinony a přeměněny na huminové látky. 
 
3. Teorie kondenzace cukrů s aminy – tato teorie, že humus vzniká z cukrů, se datuje 
k počátečním výzkumům huminových látek. Huminové látky vznikají kondenzací 
aminosloučenin s redukujícími cukry. Redukující cukry a aminy neenzymaticky 
polymerizují na dusíkaté polymery. Tato reakce probíhá za běžných podmínek 
pomalu. Faktem této teorie je, že reaktanty pro tvorbu huminových látek jsou produkty 
metabolismu mikroorganismů, které vznikají v hojném počtu. [6] 
 
Huminové kyseliny se vyskytují na mnoha místech v přírodě. Jsou ve všech typech půdy, 
sedimentech, rašelině, uhlí, řekách. Byly extrahovány z rostliny Pilayella littoralis, to bylo 
poprvé, kdy bylo navrhnuto, že HK nevznikají jen neregulovatelnými mikrobiálními rozklady. 
Dále bylo prokázáno, že HK se vyskytují v gastro-intestinálním traktu lidí a zvířat. Jsou 
absorbovány zvířaty, cirkulují v jejich krevním oběhu a jsou metabolizovány v játrech. [7]  
3.2.2 Vlastnosti a struktura huminových kyselin 
Obecně je známo, že huminové kyseliny jsou rozpustné v zásaditém prostředí  
a nerozpustné v kyselém prostředí. Špatně se rozpouštějí ve vodě. HK jsou slabě disociované, 
vícesytné organické kyseliny. Hodnoty disociačních konstant se pohybují v rozmezí 10-4-10-5. 
Hodnoty pH jejich roztoků jsou přibližně 3,5 v závislosti na koncentraci. V roztocích se 
chovají jako micelární koloidy. Koloidní částice mají záporný náboj a jejich izoelektrický bod 
leží v kyselé oblasti. V silně alkalických roztocích tvoří převážně pravé roztoky. Můžeme je 
získat jejich vyluhováním v zásaditých roztocích a vysrážením v kyselém prostředí. [4] 
Huminové kyseliny jsou schopny interakce s širokou škálou látek, jako jsou kovy, 
organické a anorganické polutanty v půdách a vodách. Další velmi významnou vlastností 
huminových kyselin přítomných v půdě je jejich vysoká pufrační schopnost v širokém 
rozsahu hodnot pH. Toto je způsobeno především disociací kyselých funkčních skupin, na 
které jsou huminové kyseliny bohaté. [8] 
Struktura huminových kyselin je značně rozdílná, liší se původem, nalezištěm, ale záleží 
také na odběru vzorku, protože huminové kyseliny se chovají jako živý organismus a za 
vhodných podmínek mění svou strukturu. Tento proces je důležitou součástí půdotvorných 
procesů. 
Všechny typy huminových kyselin obsahují prvky C, H, O, N, S a P. Huminové kyseliny 
jsou všeobecně považované za komplexní aromatické makromolekuly, ve kterých spojení 
mezi aromatickými skupinami zajišťují aminokyseliny, aminocukry, peptidy a alifatické 
sloučeniny. Hypotetická struktura huminové kyseliny obsahuje volné a vázané fenolické 
skupiny -OH, chinonové struktury, dusíkové a kyslíkové atomy ve funkci můstků  
a karboxylové skupiny umístěné na aromatických kruzích. 
Huminovým kyselinám se připisují různé, v podstatě hypotetické vzorce, protože jde 
o směs různých látek, které se nepodařilo ještě zcela identifikovat. Vzorce huminových 
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kyselin se snaží především vystihnout zejména postavení karboxylových a hydroxylových 
skupin v molekule, které do značné míry ovlivňují chemické chování huminových látek. 
Mnoho autorů se snažilo vyjádřit tyto vzorce viz. Obr č. 3. 
 
 
Obr. 3 Struktura molekuly huminové kyseliny podle Stevensona 1984 
3.2.3 Funkční skupiny huminových kyselin 
Huminové kyseliny jsou v podstatě soustava velkých polyfunkčních skupin, jako jsou 
lipidy, uhlovodíky, aromatické sloučeniny a další. Tím pádem se značne liší obsah funkčních 
skupin u huminových kyselin podle jejich původu a vzniku. Přítomné funkční skupiny jsou 
značně zodpovědné za jejich reaktivitu a je velmi důležité určit jejich obsah a rozložení uvnitř 
kyselin. Reakčními místy jsou ve struktuře huminových především místa schopná ionizace. 
Tato místa obsahují atomy kyslíku, dusíku a síry formující karboxylové, fenolové, 
hydroxylové, aminové a thiolové funkční skupiny. Kyselé vlastnosti huminových kyselin jsou 
přiřazovány karboxylovým a fenolickým funkčním skupinám. Tyto skupiny jsou zároveň 
mezi hlavními funkčními skupinami způsobující interakci huminových kyselin s okolními 
látkami. Fenolických skupin obsahují huminové kyseliny obvykle méně než skupin 
karboxylových, přičemž se těmto skupinám přisuzuje menší kyselost než skupinám 
karboxylovým. [9]  
3.3 Esterifikace funkčních skupin huminových kyselin 
Použití klasických metod organické chemie na strukturní objasnění půdních huminových 
kyselin je plné obtíží, protože materiál je nepoddajný, což způsobují labilní rysy 
makromolekul. Částečné zlepšení přináší konverze přírodních huminových kyselin na jejich 
stabilní deriváty. Díky přítomnosti polyfenolických funkčních skupin ve sloučenině se stává 
metylace jasnou volbou pro derivatizaci. [10]    
Díky důležitosti a reaktivitě kyslíkových funkčních skupin přítomných v huminových 
kyselinách je nutné určit jejich obsah a vliv na vlastnosti huminových kyselin. [11] 
Jako vhodná se podle práce [12] jeví možnost porovnat diferencované huminové kyseliny 
se selektivně blokovanými funkčními skupinami obsahujícími kyslík s HK bez blokace těchto 
skupin k zjištění, jak moc ovlivňují zmíněné diferencované funkční skupiny kyselost 
huminových kyselin. Při použití vhodných metod esterifikace je tak možné dosáhnout 
selektivní blokace karboxylových funkčních skupin přítomných ve struktuře huminových 
kyselin s účinností až 92 %.  
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Ve studii [13] bylo množství karboxylových, fenolových a alkoholických skupiny určeno 
pomocí derivatizace. Pomocí esterifikace byly selektivně blokovány karboxylové funkční 
skupiny, alkoholické a fenolové hydroxylové skupiny byly blokovány pomocí acetylace. 
Množství fenolových funkčních skupin však nemohlo být určeno díky malé selektivitě 
acetylace. 
3.3.1 Metody esterifikace 
Je rozvinutá řada technik methylace podle původu vzorku huminové kyseliny a jejího 
skupenství.  
Práce [14] zkoumala obsah alkoholických hydroxylových skupin v pevných 
vzorcích huminových kyselin pomocí methylace hydroxylových skupin dimethylsulfátem 
v prostředí methanolu a acetonu. Vzorky methylované v prostředí acetonu vykazovaly větší 
obsah OH skupin než vzorky v prostředí methanolu. Toto je přisuzováno rozdílům v polaritě 
obou rozpouštědel a alkalitě reakce. 
Článek [15] popisuje pyrolýzu s in situ methylací v přítomnosti tetramethylammonium 
hydroxidu jako účinnou metodu pro transesterifikaci esterů a methylaci nasycených kyselin, 
jež jsou přítomny ve struktuře huminových látek a huminových kyselin. 
Práce [12] popisuje možnou derivatizaci huminových kyselin esterifikací s methanol-
thionylem a acetylací s anhydridem kyseliny octové. Při methylaci pomocí těchto činidel 
nedochází k poškození fenolových a alkoholových hydroxylových skupin. Navíc všechny 
vedlejší produkty reakce jsou volatilní a mohou být ze vzorku snadno odstraněny vakuovou 
odparkou. 
 
Zpracovávaný vzorek methylované huminové kyseliny byl připraven pomocí zkoumané 
metody na Univerzitě v Poiters. Tato metoda je užívána na derivatizaci karboxylových kyselin 
a je popsána v experimentální části. Probíhající reakce lze zjednodušeně zobrazit takto: 
 
  
Obr. 4 Mechanismus methylace karboxylové kyseliny 
 
Reakce poskytuje vysokou výtěžnost methylovaných karboxylových skupin. Předmětem 
bylo zjistit, zda je takto připravená methylovaná huminová kyselina odlišná od původních 
vzorků methylovaných kyselin. [16] 
3.3.2 Vlastnosti esterifikovaných huminových kyselin 
Metoda methylace je dlouho uznávána jako pomoc při studiích struktur huminových 
kyselin. Zvyšuje se rozpustnost huminových kyselin v organických rozpouštědlech. Podle 
článku [17 ] je tato rozpustnost způsobena zánikem silných vodíkových vazeb v huminových 
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kyselinách. Tento zánik vede k vytvoření agregátů rozpustných v organických 
rozpouštědlech. Díky toho mohou být kyseliny analyzovány pomocí spektrálních metod (IR, 
1H and 13C NMR). Vyhodnocení IR spekter methylovaných kyselin je lépe reprodukovatelné. 
3.4 Metody charakterizace huminových kyselin 
Huminové kyseliny se dají charakterizovat různými analytickými metodami. Podle 
volby analytické metody můžeme zjišťovat jejich chemické vlastnosti, strukturu a složení. 
V mé práci byly na charakterizaci použity tyto následující metody: 
•  UV-VIS spektrometrie - získáváme poměry absorbancí při určitých vlnových 
délkách, ze kterých dále určujeme chemickou strukturu HK.  
•  Infračervená spektroskopie - získáváme jednotlivá FT-IR spektra, ze kterých 
můžeme usuzovat z čeho je HK složena.  
•  Termická analýza - byly použity dvě metody: Termogravimetrická analýza 
(TGA) a diferenční kompenzační kalorimetrie (DSC). Pomocí těchto metodami 
byly zjišťovány fázové přeměny probíhající v materiálu.  
•  Fluorescenční spektroskopie za použití 3D emisně excitační metody- zde byly 
získávány informace o hlavních fluoroforních skupinách. 
•  Acidobazická titrace - ke stanovení karboxylových skupin huminových kyselin. 
3.4.1 Ultrafialová a viditelná spektrometrie 
Molekulová absorpční spektrometrie v UV-VIS oblasti se zabývá měřením a interpretací 
elektronových spekter molekul látek, které absorbují elektromagnetické záření v rozsahu 
vlnových délek 200 až 800 nm. Při absorpci dochází k excitaci valenčních elektronů, které 
jsou součástí molekulových orbitalů. Proto molekulová absorpční spektra v UV-VIS oblasti 
jsou svou podstatou elektronová spektra. Látky, které absorbují záření s vlnovou délkou 
menší než 380 nm (ultrafialové záření), se jeví jako bezbarvé. Naopak látky, které absorbují 
z bílého slunečního záření vlnové délky v rozmezí 380 – 770 nm se jeví jako barevné. 
Elektronové absorpční spektrum je závislost absorbance na vlnové délce. 
Absorpční spektra huminových látek v UV-VIS oblasti jsou nevýrazná (Stevenson, 1982). 
Absorbance je maximální v oblasti 250 – 300 nm a pak klesá s rostoucí vlnovou délkou, bez 
absorpce nad 550 nm. [18, 19] 
3.4.2 Infračervená spektrometrie 
Infračervená spektrometrie se zabývá měřením a vyhodnocováním absorpčních spekter 
molekul, které absorbují záření o vlnových délkách v rozmezí 800 nm – 100 µm, tj. o vlnočtu 
12000-10 cm-1.  
 Infračervené záření má větší vlnovou délku a nižší energii než záření UV-VIS. Při 
absorpci tohoto záření dochází ke změně rotačních a vibračních stavů molekul. Vzhledem 
k tomu, že vibrační hladiny molekul jsou kvantovány, není spektrum spojité, ale skládá se ze 
souboru tzv. diskrétních pásů. Infračervené spektrum vděčí za svůj vznik interakci 
oscilujícího elektrického vektoru infračerveného paprsku s vibračně oscilujícím dipólovým 
momentem. Z toho vyplývá základní výběrové pravidlo pro IR absorpci – ze všech možných 
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vibračních pohybů molekul mohou být aktivní pouze ty, při nichž se mění dipólový moment 
molekuly.  
Důležitou skutečností je relativní nezávislost vibrací jednotlivých částí molekuly 
(funkčních skupin) na ostatních molekulových vibracích. Toto je základ pro využití IR 
spektrometrie ve strukturní analýze. V důsledku toho mají totiž různé funkční skupiny 
relativně stálé vibrační frekvence bez ohledu na to, v jakých organických skeletech jsou 
přítomny. [18, 20, 21] 
Infračervená spektroskopie poskytuje velké množství informací o významných skupinách 
atomů a typů vazeb, jako jsou hydroxylové skupiny, ketonické skupiny a jiné, dále pak 
informuje o pozici vybraných skupin v molekule huminové kyseliny. Díky této metodě, hojně 
využívané k charakterizaci, získáváme důležité doplňující informace o struktuře huminových 
kyselin. [21] 
Fourierova transformace přinesla i v oblasti IR spektroskopie zjednodušení a zkvalitnění 
měření. FTIR spektrometry jsou přístroje pracující na principu interference spektra, které měří 
na rozdíl od disperzních přístrojů interferogram modulovaného svazku záření po průchodu 
vzorkem. Při měření dopadá na detektor vždy celý svazek záření. Takové uspořádání 
umožňuje i experimenty, při nichž dochází k velkým energetickým ztrátám. FTIR spektrum 
nabízí mnohem vyšší rozlišení než klasické IR spektrum. [22] 
3.4.3 Termická analýza 
Termická analýza byla definována jako skupina technik, ve kterých jsou měřeny fyzikální 
vlastnosti látek nebo jejich reakčních produktů jako funkce teploty. Látka je podrobena 
řízenému teplotnímu programu. [23] 
Jelikož všechny materiály reagují na teplo nějakým způsobem, termická analýza bývá 
aplikována téměř ve všech oblastech vědy, klade se silný důraz na řešení problémů 
v materiálech. Využívá se k získání informací o složení.  
Fázové přeměny tuhých látek jsou doprovázeny pohlcováním nebo uvolňováním tepla, 
změnou rozměrů, změnou magnetických, elektrických, mechanických a případně ještě dalších 
vlastností. Proto lze na základě změn průběhu zmíněných vlastností usuzovat na fázové 
přeměny probíhající v materiálu. Existuje řada metod, která se dělí podle typu změn 
v materiálu v závislosti na čase, které chceme studovat.  
 
Termogravimetrie a diferenční kompenzační kalorimetrie slouží k vyšetřování reakční 
kinetiky, mechanismu a tepelné dekompozice huminových látek.  
3.4.3.1 Termogravimetrická analýza (TGA) 
Termogravimetrická analýza je jednou z nejvyužívanějších a nejstarších metod TA. 
Termogravimetrie je metoda, která umožňuje sledovat procesy spojené se změnou hmotnosti 
navážky vzorku, buď při kontinuálním zvyšování teploty (dynamický způsob) nebo 
v izotermickém režimu (statický způsob). V prvním případě se sledují závislosti aktuální 
hmotnosti na teplotě nebo čase, tedy m = m (T), resp. m = m (t), tzv. termogravimetrické 
křivky. Z velikosti hmotnostních změn a příslušných teplotních intervalů lze opět soudit na 
složení, případně kvantitativní zastoupení určitých složek ve vzorku. V případě těsně 
následujících změn hmotnosti je výhodnější, analogicky jako u DTA, registrovat derivaci TG 
křivky, tedy dm/dt = f (T), čili derivační termogravimetrickou křivku (DTG) a tím docílit 
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lepšího rozlišení. Izotermická gravimetrie sleduje závislost hmotnosti v čase při konstantní 
teplotě a umožňuje tak přímo sledovat kinetiku různých pochodů a reakcí. [24] 
Lze charakterizovat materiály, které vykazují snížení nebo zvýšení hmotnosti vzorku 
v důsledku sorpce, dehydratace, oxidace, degradace. Záznamy jsou využívány primárně 
k určení složení vzorku, predikci jeho termické nebo termo - oxidační stability a studiu 
kinetiky procesů, odhadů životnosti materiálu, vlivu reaktivní nebo korozní atmosféry, 
vlhkosti a množství těkavých látek.  
TGA byla při studiu HL využita téměř vždy ke stanovení obsahu vlhkosti a popele. Někteří 
vědci použili tuto metodu k charakterizaci a studiu strukturních změn HL. Termogramy 
a zvláště jejich první derivace, které zdůrazňují změnu signálu. Poskytují důležité informace 
o tepelné stabilitě HL. Rozdíly na křivkách tepelné degradace vzorků HK jsou pravděpodobně 
způsobeny rozdílným stupněm humifikace a odlišnými biologickými a chemickými 
formujícími cestami, které mohou ovlivnit strukturu HL [25]. 
3.4.3.2 Diferenční kompenzační kalorimetrie (DSC)  
Tato metoda vychází z původního principu DTA (obrácená DTA, entalpická TA, 
diferenční snímací analýza, diferenční výkonová analýza). Neměří se však diference teplot 
DT, ale měřeni tepla uvolněného/spotřebovaného při fyzikálně chemickém procesu jako 
funkce teploty nebo času v kontrolované atmosféře při daném teplotním režimu. Tento režim 
může být izotermický, neizotermický, ale i kombinovaný.  
Lze charakterizovat procesy, které jsou tepelně zabarvené. Záznamy jsou využívány 
primárně k určení složení a čistoty vzorku, predikci jeho termické nebo termo-oxidační 
stability a studiu kinetiky procesů. Můžeme zjišťovat teplotu tuhnutí, tání, skelný přechod, 
krystalizaci, tepelnou kapacitu, entalpii, síťování, vytvrzování, účinnost antioxidantů. 
3.4.4 Luminiscence 
Luminiscence je emise světla látkou. Emise může nastat při návratu elektronu na základní 
stav z excitovaného stavu. Do okruhu luminiscenční spektrometrie jsou zařazeny tři příbuzné 
spektrální techniky: 
• Molekulová fluorescenční spektrometrie 
• Molekulová fosforescenční spektrometrie 
• Zpoždená fluorescence 
3.4.4.1 Fluorescence 
V mé práci byla použita molekulová fluorescenční spektrometrie. Fluorescence je absorpce 
ultrafialového záření a vede k excitaci z vibračního stavu na základní elektronové hladině na 
jednu z mnoha vibračních hladin v elektronovém excitovaném stavu. Jde obvykle o první 
excitovaný singletový stav. Fluorescence se projeví, nastane-li přechod na základní 
elektronovou hladinu ze singletového excitovaného stavu vyzářením nadbytečné energie 
emisí fotonu. Hovoříme o zářivém přechodu na základní hladinu. Při nezářivém přechodu pak 
přechází molekula na základní vibrační hladinu přes řadu vibračních stavů vibrační relaxací. 
Tato metoda využívající fluorescence molekul látek má v posledních letech velký praktický 
význam. Sloučenin, které vykazují fotoluminiscenci, není mnoho, jsou to často z organického 
nebo biologického hlediska důležité látky, u kterých využití luminiscence přináší cenné 
poznatky o jejich struktuře. Lze je selektivně stanovit vedle řady látek, které fotoluminiscenci 
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nedávají. V kvalitativní analýze se používá charakteristických průběhů emisních 
luminiscenčních spekter a excitačních spekter. Moderní technika dovoluje měřit 3D spektra, 
kde na jedné ose je vlnová délka excitační, na druhé emisní a na třetí, intenzita záření. 
Emisní spektrum je závislost intenzity fluorescence na vlnové délce při konstantní vlnové 
délce budícího záření. Excitační spektrum je závislost intenzity fluorescence na vlnové délce 
při konstantní vlnové délce emitovaného záření. [18, 20, 26] 
K identifikaci a charakterizaci huminových látek je fluorescenční spektrometrie vhodnou 
metodou především díky okamžité odezvě a minimálním požadavkům na přípravu vzorků 
(MacCarty a Rice, 1985). Fluorescenční spektrometrie slouží pro posouzení stupně konjugace 
huminových aromatických či nenasycených systémů. Čím je konjugační stupen těchto látek 
vyšší, tím více dochází k poklesu intenzity fluorescence a k posunu maxima fluorescence do 
vyšších vlnových délek. (Ghosh and Schnitzer). 
Díky tohoto můžou být fluorescenční spektra huminových látek využita při určení stupně 
humifikace. Jinak řečeno k určení chemického stáří huminových látek. Je dán konsensus, že 
fluorescence fulvinových kyselin je způsobena především přítomností jednoduchých 
aromatických či fenolických skupin v jejich struktuře, zatímco fluorescence huminových 
kyselin je způsobena značně konjugovanými fenolickými a chinolickými skupinami 
přítomnými ve struktuře. [27] 
3.4.5 Titrace na stanovení COOH skupin v huminových kyselinách 
  Nepřímá metoda titrace je nejběžněji užívaná metoda ke stanovení karboxylové kyselosti 
huminových kyselin. To znamená ke stanovení počtu molů karboxylových skupin na gram 
huminové kyseliny. Principem této metody je vzájemná interakce mezi stanovovanou 
huminovou kyselinou a octanem vápenatým, dochází tím k tvorbě kyseliny octové. Náhradí se 
vápenaté ionty octanu vápenatého vodíky z karboxylových skupin.  Vzrůstá acidita roztoku. 
Princip reakce je popsán v rovnici 1. Kyselina octová je dále titrována roztokem hydroxidu 
sodného o známé koncentraci. Ze získaných výsledků lze poté vypočítat množství molů 
COOH skupin na množství huminové kyseliny. [6, 28, 29]  
 
2R–COOH + (CH3COO)2Ca  (R–COO)2Ca + 2CH3COOH         (1) 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Použité chemikálie 
- hydroxid sodný, p.a., Lach- Ner s.r.o. 
- hydroxid sodný normanal, Carlo erba  
- kyselina chlorovodíková 35 % p.a., Lach- Ner s.r.o.  
- octan vápenatý, calcium acetate hydrate, Rieder- de Haën 
- huminové kyseliny  
- destilovaná voda 
4.2 Použité přístroje 
 - pH metr Mettler Toledo 
 - UV/VIS spektrofotometr HITACHI U-3900H 
 - Nicolet Impact 400 FTIR Spectrophotometer 
 - Luminiscenční spektrometr AMINCO-Bowman, Series 2 
 - TA Instruments TGA Q5000IR 
 - TA Instruments DSC Q200  vybavený chladicím systémem RCS90     
4.3 Izolace huminových kyselin 
60 g lignitu (lokalita Mikulčice, ČR) bylo zalito 2 dm3 extrakčního roztoku o složení 
0,1 M NaOH + 0,084 M. Na4P2O7 . 10 H2O. Extrakce probíhala přes noc, v inertní dusíkové 
atmosféře za stálého protřepávání. Následující den byl roztok zfiltrován přes hustou tkaninu 
a tuhý zbytek po filtraci byl znovu extrahován, tentokrát pouze 60 min. Poté byla opět 
provedena filtrace. Oba filtráty byly spojeny a opatrně okyseleny 20% HCl do pH = 1. roztok 
byl ponechán v lednici přes noc odstát. Druhého dne byla odsáta kapalina nad usazeninou, 
zbytek byl 10 minut odstřeďován v centrifuze při 4000 otáčkách za minutu a termostatu 
nastaveném na 10°C. Usazenina byla třikrát promyta kyselinou chlorovodíkovou 
o koncentraci 0,1 – 0,2 M a pH ≤ 1 a jednou destilovanou vodou. Nakonec byly získané 
huminové kyseliny vysušeny při 50°C. Takto získaný vzorek byl následně přečištěn 
následujícím postupem. 1 g huminové kyseliny byl zalit 250 ml roztoku kyseliny 
chlorovodíkové a fluorovodíkové v poměru: 10 ml konc. HCl + 20 ml konc. HF + 1970 ml 
H2O. Tento roztok byl ponechán 24 hodin třepat a následně byl odstředěn. Po dekantaci byla 
usazenina znovu zalita roztokem HCl + HF a 24 hodin protřepávána. Roztok byl znovu slit 
a usazenina promývána vodou, dokud nebyla zkouška AgNO3 na Cl- negativní. Poté byly 
získané huminové kyseliny vysušeny při 50°C.  
 
Tímto způsobem byly připraveny 2 vzorky huminových kyselin, s tím rozdílem, že jeden 
vzorek byl dále ještě promyt vodou. 
Vzorek č. 1: huminová kyselina nepromytá 
Vzorek č. 2: huminová kyselina promytá 
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4.4 Esterifikace huminových kyselin 
4.4.1 Příprava studovaných methylovaných HK. 
   Methylovaná huminová kyselina byla připravena na Université de Poitiers ve Francii 
následujícím postupem: 
1 gram HK byl smíchán se 4 ml CHCl3 a 2 ml metanolu. Pak byly přidány 4 ml 2M roztoku 
trimethysilyl-diazomethanu v hexanu (TMS-N2). Poté byl vzorek míchán dvě hodiny (nejlépe 
na vortexu), po ukončení bouřlivé reakce bylo přidáno ještě 0,75 ml TMS-N2 navíc. Vzorek 
byl následně sušen dvě hodiny pod dusíkem, a poté byl 12 hodin sušen při teplotě 40 °C. 
Tímto způsobem byl připraven vzorek č. 3: Methylovaná huminová kyselina. 
4.5 Gelace huminových kyselin 
Navážka přibližně 50 mg huminových kyselin byla převedena do vialky a bylo přidáno 
5 ml 0,1 M roztoku NaOH. Pak byly roztoky míchány na magnetické míchačce, tak dlouho 
dokud se huminové kyseliny nerozpustily. Po rozpuštění byly roztoky okyseleny kyselinou 
chlorovodíkovou až do pH ~ 1. Roztoky byly důkladně promíchány, uzavřeny a dány do 
lednice. Došlo k opětovnému vysrážení HK. Tyto HK byly usazeny na dně vialek. Roztok nad 
sedimentem byl slit. Sediment byl promyt destilovanou vodou. HK po gelaci byly vysušeny 
v sušárně.  
 
Tímto způsobem byly připraveny 3 vzorky huminových kyselin: 
Vzorek č. 1: huminová kyselina nepromytá po gelaci 
Vzorek č. 2: huminová kyselina promytá po gelaci 
Vzorek č. 3: methylovaná huminová kyselina po gelaci 
4.6 Použité metody charakterizace huminových kyselin 
4.6.1 Ultrafialová a viditelná spektrometrie 
UV-VIS spektra byla získána pomocí UV-VIS spektrofotometru HITACHI U-3900H. 
Vzorky byly do přístroje vkládány v křemenné kyvetě s optickou dráhou 1 cm, určené pro 
kapalné vzorky. Tyto kyvety propouští elektromagnetické záření v UV-VIS oblasti spektra. 
Byly měřeny vzorky huminových kyselin před a po gelaci. Vzorky byly připraveny 
rozpuštěním 5 mg v 50 ml 0,1 M roztoku NaOH. Z takto připraveného roztoku bylo následně 
odebráno 5 ml do odměrné baňky o objemu 10 ml a baňka byla doplněna po rysku 
destilovanou vodou. 
Z naměřených spekter byly odečítány absorbance při vlnových délkách 280, 400, 465, 600, 
665 nm. Měření bylo provedeno v rozsahu vlnových délek 190 – 900 nm. 
4.6.2 Infračervená spektrometrie 
K měření byl použit přístroj Nicolet Impact 400 FTIR Spectrophotometer, do něj se 
vkládaly předem připravené KBr tablety. Tableta byla vytvořena ve speciálním lisu, do 
kterého byla vložena směs vysušeného vzorku HK a vyžíhaného KBr. 
Byly měřeny vzorky huminových kyselin před a po gelaci. Na spektrofotometru byla 
měřena závislost transmitance v závislosti na rozsahu vlnočtu od 400 do 4000 cm-1. 
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4.6.3 Termická analýza 
4.6.3.1 Termogravimetrická analýza 
Měření bylo provedeno na přístroji TA Instruments TGA Q5000IR (New Castle, 
Delaware, USA). Vzorky byly do přístroje vkládány na platinových pánvičkách o objemu 100 
µl. Měření bylo provedeno na těchto pánvičkách v dynamické atmosféře vzduchu (dusíku) 
o průtoku 50 ml/min. Rozsah teplot byl nastaven od laboratorní teploty do teploty 650 °C, 
rychlost ohřevu 10 °C/min. Přístroj je kalibrován s využitím Curieova bodu 4 standardů 
(alumel, nikl, permalloy, železo). 
Byly měřeny jednotlivé huminové kyseliny před a po gelaci. 
4.6.3.2 Diferenční kompenzační kalorimetrie 
Měření bylo provedeno na přístroji TA Instruments DSC Q200, který je vybavený 
chladicím systémem RCS90 (New Castle, Delaware, USA). Vzorky byly do přístroje 
vkládány na hliníkových pánvičkách Tzero Low-Mass v dynamické atmosféře vzduchu 
(dusíku) o průtoku 50 ml/min. Rozsah teplot byl nastaven od 40 °C do teploty 550 °C, 
rychlost ohřevu 10 °C/min. Přístroj je teplotně kalibrován s využitím bodu tání india. 
Byly měřeny jednotlivé huminové kyseliny před a po gelaci. 
4.6.4 Fluorescenční spektrometrie 
Měření bylo provedeno na luminiscenčním spektrometru AMINCO-Bowman Series 2. 
Vzorky použité v této metodě byly připraveny shodným způsobem jako při měření UV-VIS 
spekter. Před měřením byly důkladně protřepány. K měření byly použity křemenné kyvety 
s optickou dráhou 1 cm. Vzorek v kyvetě byl temperován na požadovanou teplotu 20 °C 
pomocí termostatu.  
V programu AB2 byly nastaveny parametry pro měření fluorescenčního 3D emisně 
excitačního spektra. Velikost kroku měření byla nastavena na 5 nm. Šířka štěrbiny na 4 nm 
u excitačního a emisního monochromátoru. Budící napětí bylo nastaveno pomocí funkce 
Autorange. Toto napětí se pohybuje v rozmezí 0 – 1275 V. Funkce Autorange byla použita 
u každého vzorku pro zjištění optimálního napětí. Hodnoty měřícího napětí se během 
jednotlivých měření pohybovaly, kolem 1000 V. Emisní sken byl nastaven v rozmezí 
vlnových délek 300–550 nm, excitační sken také v rozmezí vlnových délek 300 – 550 nm. 
Data ve formě textových souborů byla z programu AB2 exportována do vyhodnocovacího 
programu Origin 8. V tomto programu byla data dále zpracovávána a byly vytvořeny 3D 
emisně excitační spektra a grafy horizontálních řezů. Tato metoda byla použita na všechny 
vzorky huminých kyselin před a po gelaci.  
4.6.5 Titrace pro stanovení karboxylové kyselosti 
K tomuto stanovení byl připraven 0,4 M roztok monohydrátu octanu vápenatého. 
Jednotlivé vzorky byly připraveny rozpuštěním 10 mg HA v 10 ml roztoku octanu 
vápenatého. Poté byly tyto vzorky ve vialkách protřepávány 24 hodin.  
Po 24 hodinách byly vzorky přefiltrovány přes mikrofiltr do 20 ml odměrné baňky, filtr byl 
promýván vodou. Odměrná baňka byla doplněna destilovanou vodou po rysku. 
Vzorky byly titrovány 0,1 M NaOH. Titrován byl i slepý pokus, ve kterém chyběla 
navážka huminové kyseliny. Poté se odečítala spotřeba odměrného roztoku při pH 9,8.  
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1.1 Charakterizace UV- VIS spektroskopií 
Touto charakterizací byly z naměřených UV-VIS  spekter získány poměry absorbancí 
měřených vzorků. Tyto jednotlivé poměry byly: A (280 nm)/A (465 nm), A (280 nm)/ 
A (665 nm), A (465 nm)/A (665 nm), (tzv. E4/6 poměr) a ∆log K (Tab.1). 
Absorpční poměr A (280 nm)/A (465 nm) reflektuje proporci mezi lignitovými strukturami 
odolnými vůči humifikaci a množstvím lignitu. Další poměr A (280 nm)/A (665 nm) 
reflektuje poměr mezi lignitovými strukturami odolnými vůči humifikaci a strukturami, které 
silně podléhají humifikaci.  
Poměr A (465 nm)/A (665 nm) je nejčastěji používaný jako tzv. humifikační index. Tento 
poměr E4/6 pro huminové kyseliny je obvykle menší než 5,0 a snižuje se s rostoucí 
molekulovou vahou a stupněm disperzity. Nízký poměr může značit relativně vysoký podíl 
aromatických částic a naopak vysoký poměr ukazuje na nízký obsah aromatických částic 
a relativně vyšší obsah alifatických struktur. Zároveň byl pozorován inverzní vztah mezi tímto 
poměrem a odolností huminového materiálu. Z toho vyplývá, že huminový materiál 
s nejvyšším koeficientem E4/6 má nejnižší odolnost, a zároveň že více humifikované a více 
kondenzované (aromatické) substance jsou staršího původu. 
∆ log K vypočítáme z rozdílu logaritmů absorbancí huminových kyselin při vlnových 
délkách 400 nm a 600 nm. Podle hodnoty ∆ log K rozdělujeme huminové kyseliny 
do 3 skupin. A typ ∆ log K je menší než 0,6, B typ leží v intervalu 0,6-0,8. Posledním typem 
je Rp typ, který leží v intervalu 0,8-1,1. Tyto 3 skupiny souvisí se stupněm humifikace. Typ A 
má stupeň humifikace nejvyšší. 
 
Tab. 1 UV-VIS poměry vzorků huminových kyselin před a po gelaci 
Vzorek 
 
Poměry:       
A280/465 A280/665 E4/6 ∆ log K 
  1 4,33 14,68 3,39 0,6055 
Před gelací: 2 4,28 14,26 3,33 0,5946 
  3 6,96 31,45 4,52 0,7679 
  1 3,67 11,30 3,08 0,5394 
Po gelaci: 2 3,75 11,58 3,08 0,5483 
  3 4,19 10,81 2,58 0,5086 
 
Maximální absorbance všech tří vzorků před gelací se pohybovala kolem 216 nm. Po 
gelaci byla maximální absorbance kolem hodnoty 221 nm. Maximální hodnota absorbance 
u huminových kyselin by se měla pohybovat v oblasti 250 – 300 nm a pak dále absorbance 
klesá s rostoucí vlnovou délkou, což měření potvrdilo. Nižší maximální absorbance mohla být 
způsobena příliš zředěnými roztoky. 
 Vzorky před gelací vykazovaly vyšší hodnoty absorpčních poměrů než po gelaci. 
Z výsledků lze usuzovat, že gelací se nejvíce změnila methylovaná huminová kyselina, 
především v poměru A (280 nm)/A (465 nm) a v ∆ log K. Na obr. 5 můžeme vidět spektra 
methylované huminové kyseliny před a po gelaci. Absorbance maxima je mírně vyšší před 
gelací než po gelaci. Při vyšších vlnových délkách je rozdíl nepatrný. Stejná situace nastala 
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i u zbývajících vzorků HK. Na výpočty hodnot poměrů mohly mít vliv malé rozdíly mezi 
absorbancemi u vyšších vlnových délek.  
 
Obr. 5 UV-VIS spektrum vzorek č. 3 před gelací (modrá), č. 3 po gelaci (červená) 
5.1.2 Charakterizace FT-IR spektrometrie 
Na FT-IR spektrech všech vzorků huminových kyselin před i po gelaci se v absorpční 
oblasti 3600 – 3000 cm-1 nachází široký pás, který odpovídá valenčním vibracím –OH- 
skupin, které jsou vázány vodíkovými vazbami. Tyto OH skupiny pocházejí převážně 
z karboxylových a fenolických skupin. Tento difúzní pás je významný z hlediska, že překrývá 
některé významné prvky spektra. 
Další pásy, které můžeme vidět u všech vzorků v absorpční oblasti 3000 – 2800 cm-1, 
odpovídají symetrickým a antisymetrickým valenčním vibracím –CH2– a –CH3 skupin. Pásy 
bývá těžké přesně určit, protože bývají často překryty pásem –OH- vibrací. 
Pás v oblasti 2400 cm-1 přísluší CO2 ze vzduchu. Soubor pásů v rozmezí 1800-1600 cm-1 
patří skupinám C=O ze skupin karboxylů, esterů a ketonů, ale také solí a amidů. Výrazný 
ostrý pík v oblasti 1000 cm-1 bývá připisován Si-O.  
Navíc u vzorků methylované huminové kyseliny před a po gelaci, byly viditelné pásy 
v rozmezí 1700-1200 cm-1 (na obr. 8 zvýrazněné červenými kroužky), ty odpovídají –CH3 
skupinám. 
Infračervená spektrometrie vzorků před a po gelaci ukázala typická spektra huminových 
kyselin, která jsou publikována mnoha autory. Potvrdila nám přítomnost skupin, které jsou 
charakteristické pro huminové kyseliny, jako jsou hydroxylové, karboxylové, fenolové, 
amidové a karbonylové skupiny. Měření nám dále potvrdilo, že methylovaná huminová 
kyselina zůstala částečně methylovaná po provedení gelace, poměr pásů mezi 
2000 a 1500 cm-1 se změnil. Byly zde vidět absorpční pásy, které odpovídaly –CH3 skupinám. 
Níže jsou uvedeny grafy, na kterých múžeme vidět jednotlivá FT-IR spektra. 
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Obr. 6 FT-IR spektrum vzorek č. 1 (modrá), č. 2 (červená), č. 3 (zelená) před gelací 
 
 
 
 
Obr. 7 FT-IR spektrum vzorek č. 1 (modrá), č. 2 (červená), č. 3 (zelená) po gelaci 
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Obr. 8 FT-IR spektrum vzorek č. 3 před gelací (modrá), č. 3 po gelaci (červená) 
5.1.3 TGA- Termogravimetrická analýza 
V tabulce č. 2 jsou prezentovány získaná data z provedeného TGA měření vzorků HK 
v atmosféře vzduchu. Maximum na derivační křivce nastává v rozmezí 430-450 °C před 
gelací u vzorků č. 1 a 2. Po gelaci se maximum u vzorků č. 1 a 2 pohybuje kolem 470 °C. 
U methylované huminové kyseliny se objevují dvě maxima. První maximum bylo kolem 
340 °C. Druhé maximum mělo před gelací hodnotu 395,7 °C a po gelaci 418,3 °C. 
Hmotnostní úbytek se u všech tří vzorků před i po gelaci pohyboval kolem 70 %. 
 
Tab. 2 Termoanalytické hodnoty z TGA křivek v atmosféře vzduchu 
vzorek píky [°C] Hmotnostní úbytek [%] 
  1 435,7 72,0 
Před gelací 2 449,9 69,8 
  3 338,9      395,7 71,4 
  1 470,2 72,0 
Po gelaci 2 471,9 71,5 
  3 342,6       418,3 74,0 
 
Celkový obsah vody představoval hmotností úbytek vzorku do teploty 125 °C v atmosféře 
dusíku (Obr. 10). Při této teplotě dosahuje derivační křivka úbytku hmotnosti podle teploty 
prvního minima. Maximum na derivační křivce nastává při teplotě přibližně 420 °C před 
gelací u vzorků č. 1 a 2. Po gelaci maximum u vzorků č. 1 a 2 se pohybovalo kolem 440 °C, 
zde byla nejvyšší rychlost degradace a tedy úbytek hmotnosti největší. U vzorku methylované 
huminové kyseliny toto maximum bylo před i po gelaci kolem 385 °C. 
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Hmotnostní úbytek byl největší před i po gelaci u vzorku č. 3. Hodnoty vyššího úbytku 
hmotnosti byly zaznamenávány před gelací. Po gelaci byly hodnoty úbytku o 2 % nižší.  
 
Tab. 3 Termoanalytické hodnoty z TGA křivek v atmosféře dusíku  
vzorek píky [°C] Hmotnostní úbytek [%] 
  1 421,7 38,1 
Před gelací 2 420,5 37,2 
  3 384,0 43,3 
  1 441,5 35,2 
Po gelaci 2 443,0 35,3 
  3 389,6 41,9 
 
5.1.4 DSC- Diferenční kompenzační kalorimetrie 
V tabulce č. 4 jsou uvedena data získaná z měření DSC v atmosféře vzduchu. Začátek 
degradačního procesu huminových kyselin byl v rozmezí 248-271 °C u vzorků před i po 
gelaci. Hodnoty u vzorků č. 1 a 2 byly teploty maxima vyšší po gelaci. U methylovaných 
huminových kyselin byly zaznamenány dva píky (Obr. 11). Jeden v oblasti 340 °C a druhý 
v oblasti 410 °C. Energie potřebná k rozkladu huminové kyseliny byla nejvyšší u vzorků 
methylovaných huminových kyselin. 
 
Tab. 4 Termoanalytické hodnoty z DSC křivek v atmosféře vzduchu 
vzorek onset [°C] píky [°C] Plocha pod píkem [J.g-1] 
  1 248,3 440,3 7710 
Před gelací 2 249,5 457,5 8086 
  3 271,5 342,2  402,6 8604 
  1 256,1 465,6 8533 
Po gelaci 2 259,7 469,8 8667 
  3 264,6 345,6  417,3 8768 
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Obr. 9 Termogravimetrická křivka termo-oxidativní degradace vzorku č. 2 před gelací,  
        v atmosféře vzduchu 
 
 
 
 
Obr. 10 Termogravimetrická křivka termo-oxidativní degradace vzorku č. 3 před gelací,  
        v atmosféře dusíku 
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Obr. 11 DSC křivky vzorků č. 3 před gelací (modrá), vzorku č. 3 po gelaci (červená) 
 
Bylo provedeno měření vzorku v atmosféře dusíku, ale tepelné přechody byly nevýrazné, 
proto zbývající vzorky nebyly dále zkoumány.  
 
5.1.5 Fluorescence 
Byly nalezeny dvě maxima ve fluorescenčním spektru huminové kyseliny. Tyto maxima 
byly nalezeny u vzorků č. 1 a 2 před gelací. U vzorku č. 3 maxima objevena nebyla, jelikož 
methylovaný vzorek neobsahoval COOH skupiny a tím pádem nemohlo dojít k aktivaci 
těchto skupin a následné reakci s biomolekulou huminové kyseliny za vzniku fluorescence.  
U vzorků po gelaci byla intenzita těchto maxim minimální, a tedy odečet maxim byl 
obtížnější a nepřesný. Mohlo to být způsobeno špatným nastavením přístroje v hodnotě 
budícího napětí.  
Dá se říci, že fluorescence nebyla příliš vhodnou metodou ke studování vlastností 
huminových kyselin. 
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Obr. 12 Fluorescenční 3D EEM spektrum vzorku č. 1 před gelací  
 
Tab. 5 Fluorescenční maxima 
vzorek 
1. maximum 
 
2. maximum 
 
emise [nm] excitace [nm] RFI emise [nm] excitace [nm] RFI 
Před gelací 
1 450 355 3,8 475 420 4,2 
2 455 360 3,7 485 420 4,6 
3 - - - - - - 
Po gelaci 
1 450 355 0,8 475 425 0,9 
2 455 350 1,2 475 430 1,8 
3 450 345 0,8 470 415 0,8 
5.1.6 Titrace pro stanovení karboxylových skupin 
Obsah COOH skupin v jednotlivých huminových kyselinách u vzorků před a po gelaci byl 
zjišťován obsah COOH skupin v jednotlivých huminových kyselinách. Zjišťovali jsme tedy 
karboxylovou kyselost způsobem, který je popsán v experimentální části. Základním 
principem metody je vzájemná interakce mezi huminovou kyselinou a roztokem octanu 
vápenatého, za vzniku kyseliny octové. Tato kyselina byla titrována roztokem hydroxidu 
sodného. Ve výsledcích vidíme, že nejméně COOH skupin obsahuje methylovaná huminová 
kyselina, což nám opět potvrdilo, že methylace byla úspěšná a že kyselina zůstala 
namethylovaná v dostatečné míře i po gelaci. Hodnoty množství COOH skupin jsou vyšší po 
gelaci, kromě vzorku nepromyté huminové kyseliny, tady je větší množství před gelací, což 
mohlo být způsobeno jednak vymytím rozpustných huminových frakcí bohatých na COOH 
29 
 
během přípravy vzorků na titraci a jednak nehomogenitou vzorku, který bez promytí obsahuje 
větší množství cizorodých látek. Tento výsledek bude následně ověřován měřením v rámci 
navazující diplomové práce. 
 
Tab. 6 Obsah COOH skupin v jednotlivých vzorcích huminových kyselin 
Vzorek mmol COOH/g HK 
Před gelací: 
1 2,81 
2 1,37 
3 0,05 
Po gelaci: 
1 0,93 
2 1,55 
3 0,38 
 
 
 
 
Obr. 13 Titrační křivky, vzorek č. 3 před gelací, standard octan vápenatý 
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6 ZÁVĚR 
Tato bakalářská práce se zabývá charakterizací methylovaných huminových kyselin 
vyrobených na Université de Poitiers ve Francii. Dále bylo zjišťováno, jestli se jejich 
vlastnosti liší od původních huminových kyselin a to i po provedení gelace. 
 
Charakterizací UV-VIS spektrometrií bylo zjištěno, že se jedná o starší huminové kyseliny. 
Byla potvrzena nižší aromaticita. Gelací se nejvíce změnila methylovaná huminová kyselina, 
především v poměru A (280 nm)/ (665 nm) a v ∆ log k. 
 
Na FT-IR spektrech byly vidět značné podobnosti jak před gelací, tak po gelaci. Infračervená 
spektrometrie vzorků před a po gelaci ukázala typická spektra huminových kyselin, která jsou 
publikována mnoha autory. Navíc byly ve FT-IR spektrech methylovaných skupin vidět pásy 
odpovídající methylovaným skupinám. Tato skutečnost nám potvrdila, že methylovaná 
huminovaná kyselina zůstala částečně methylovaná i po provedení gelace, poměr pásů 
2000 a 1500 cm-1 se změnil.  
 
Ke stanovení obsahu COOH skupin byla použita nepřímá titrace tzv. acetátová metoda. Touto 
metodou jsme se měli přesvědčit, zda karboxylové skupiny byly namethylovány a tedy titrací 
by se ukázal nízký počet těchto skupin. Z výsledků bylo patrné, že nejmenší obsah COOH 
skupin byl právě ve vzorcích methylovaných huminových kyselin před a po gelaci. Tento 
výsledek bude následně ověřován měřením v rámci navazující diplomové práce. 
 
Termická analýza potvrdila námi známé výsledky. Měření DSC v dusíku nebylo prováděno, 
protože tepelné přechody v této atmosféře byly nevýrazné. 
 
Bylo zjištěno, že methylované huminové kyseliny jsou methylované i po gelaci. K jistým 
změnám během gelace došlo. Změny ovšem nastaly i u nemethylovaných huminových 
kyselin. Methylovaná huminová kyselina se tedy může použít k dalším studiím. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
UV     ultrafialová oblast elektromagnetického záření   
VIS     viditelná oblast elektromagnetického záření 
FT     Fourierova transformace 
IR      infračervená oblast elektromagnetického záření 
TA     termická analýza 
TGA     termogravimetrická analýza 
DTA     diferenční termická analýza 
DSC     diferenční kompenzační kalorimetrie  
HL     huminové látky 
HK     huminové kyseliny 
3D     „trojdimenzionální“ 
TMS-N2   trimethysilyl-diazomethan 
EEM     emisně-excitační metoda 
NMR     nukleární magnetická rezonance 
